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SEQUENCES DC NUCLEOTIDES EXPRIMANT 
L'ADENYL CYCLASE DE P r ANTMfiACtS, PROTEiNCS WANT 
L'ACTIVITE DE CETTE ADENYL . CYCLASE ET APPLICATIONS 
BIOLOCIQUES 
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Lcs sequences de nucleotides coniprennent 
tout ou par tie d'une *6quenc* codant pour une adinyl 
cyclase telle quexpriffi*e par ftanthracla. 

la protdine exprioee est utilisaole pour 
1 Elaboration de vaccine *oUculaira* a *ff«t 
pxotecteurs vis-a-vis des infections due* a p.anthracis 
#t 1* cat acheant p.partusala chez l'homm* et I 'animal. 
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1. Sequence de nucleotides catacterisee en 
ce qu'elle est constitute par au aoins une partie d'unt 
sequence codant pour una proteins a activity adenyl 

5 cyclase telle quexpri»ee par g, annual 

2. Sequence de nucleotides, caractlr is£e 
en ce qu'elle ©at capable de e'hybrider avec das genee 
codant pour une adenyl cyclase de B^DAncida. 

3. Sequence selon la revendication 1 ou 2, 
jq caractfirisee en ce qu'elle porta 1 'information pour 

repression d'une adenyl cyclase, ou 6a fragments de 
cctte demi&res capables da forttr un complex© 
ii&munologique avec des anticorps diriyes respectivement 
contra una adanyl cyclase de ^ antnrArig ou de 
15 B. pertussis , ou contrc des fragments d'une telle adenyl 
cyclase. 

4. Sequence da nucleotides recombinant*, 
caracttxisee en ct qu'elle conprend une sequence aelon 
l'une des revendicat ions i a 3, 1* cas tcneant assocUe 

2Q a un prooioteur capable da controlar la transcription da 
la sequence et une sequence d'ADN codant pour dc» 
aignaux de terminaison da la transcription. 

5. Sequence da nucleotides recombinant©, 
associee a un promoteur et A un operateur pernettant de 

2i contioler la transcription, et a une sequence signal 
permettant la secretion da la protein* dans l'espaca 
periplasni\que (gran <•) ou dans le silieu exterieur. 

6. Sequence de nucleotides, caracterisee 
en ca qu'elle eat capable de s'hybrid»r avec une sonde 

j 0 toiivce a partir Oe la sequence presentant 1 * encna tnement 
de nucleotides (I) suivant • 
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ftAAnCAAAATCMACft AOAAATACACATAT AO AAA? AAAtAACC? AATCCATCTCACt 

C"T AC COTtTrmACtAAAT AAACOAAAfCACtCT AAAAAtCAACAC CTC AACTTTATCA 

ACTTAOMt CKm CTl ' I ACmAAAWCCTACC W 1 1 I I ' I C I AAFCTTTCt ATTT^T 

AMTATAmAAAtAJ^mtMCtCtWCCAAfiAmAtAAnMmmtAAtt 
' _ . * • i -JOO 

nATATTWAAAtAAAArWTMmAAaTCTACMTAAMAOAtTmAOmTATT 

AACACaTCAAAATCCATAAAACCCTAAAtCmmCTAAATTAOmAM 
« • • "*0I • , 

CAACGATmCTCACACmACAtCAATATaAMTATCAACAACCCAA^ 

OAATCACTAAAAATAXATTTATA£CTXATAA(rnYACTATTATAICCTrnCACTATTJtC 

II 

TAtTTCCT*T»TCCTCCTCACA<WCTATACAA6TAAATOC7AT0AATQAACATTACACW 
ACAgTCAtATTU> tfUX Xtf AM J W AAJUUUUTAAAAmJUUUUlCAAAAAYTrA 

II 

AAGACAGTAttAATAACTTAOTttftAACMAAtTrACCAATGAAACTTTAOAfAAAATAC 

ACCAftACACAWAjTT A tTAAAAAACATACCT AACCATCTAC MCAAATTTATACTCAAT 

M . 

UCCACCACAMnTArmAtA«ATATACAmAeTAOAACATAAC0A©nACAA«ATl 
100 

m • • 

TAACTCAACWCACXUA\TA$TA?C^ 

400 

HI . 

too . . 

CAAWAATACTCAACAAASTAAACAACTAfAT^ATCAAAW^ 

too 

mnATXACW^TAMTCttTAGATCCAt^ 

200 

CCCAtCATACTCATACTACCCACCTmAmAtrM^UUU^ 
100 
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2)0 

140 . w ' 

C<mTTCmACC<WTCWAtfAtTTO<UCW«CATACW^ 

210 
210 

CtftAUWl«ACAAACAACCTCT«CAAAAA«ATA«CATTCAWCC« 
260 . 

AACCAmAAACCnCAWmACTACi^^tCCAWWm^ 

220 

€ACMTtAAAfACATATArJCTTtTTACCCCTOWAAfAACTTA0CTACAAACCiTATTA 
240 . WM • 

AAACW^rSWCTACAAAC^mAArCTTCATCCAJUO^ 

210 

TAfiCTCCATA£ATACCAtTWATCAACAtttA#WAA6AAflCAWtfTCAACAAtTAfiCtO 
210 w 

TCQAOAAAC<lAAAtTTACAAAATAAAAAATCMTTACA<^CATCAACCTCAAATACCTA 

400 

I j^*^^^**^^^^^^^^^*^^**^**^*^***^^^WCCAtAAtW 

420 ; * 

tCAAWSTAAAAAACAAATlCATAATCCTAAAAAATATTATTnTTTACAATCCAATAAtC 
440 , . . I>M 

AWTAlAtCAATTTAOAAWACCCATCAAAACAACCAAOTACAATACAAOACAAAACAAO 
400 . ' 

CTAAAAmCTtJTmACGCCAAAAAmAATTCCACAAATATA^CWAWCCTAAAA 

410 

AT«TA<UXCCCCTWGAACCCCTrAACACWAC7At«ATnAm<;CACTrCCCCCAA 

500 

|jJ^**^^^'^^*^*^*^^^^^*^^^^^^*'*^CTACTTAACACCC 
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I3P 

CAAATTCATTACUAAAG CAAAAA00TOTT ACT AATTTAttQ ATTAAAT ATCC AATTC A OA 

hop 

MP 

CCmCCCCAnCM CT AA^UCtWATCJUUnCCtJUUU^ 

IIP 

tCAAmACeAGTCAAATATACAWATATACAGCGGC^ 
POP 

510 .. 

ACCAACATMTCAA&XGTTTCCTCAAAAAGATAACCAAATfOT 

•OP 

GTGAATTTATA77AACTAAAAATTOCOA(iATCACAC<<7A(Un7ATACAAAAAAACATTA 

HOP 

IIP . 

CCGOAAAAOATTATTTATATTAtTTTAACCOtTCTTATAAtAAAATACCTCCTCCTAATA 

1100 

MO . . . 

AACCT? AT ATTCA5TQGACTCATC CCATTACAAAACCCAAAATAMTAC CATC CCTACGT 

ISP 

CACCACACWATAAAJOUCrtAKCACTATCACA^ 
IPPP 

IIP 

AAOATACTCGCCACAAACACO^tTlOCAAAAAAACAA ACC CTCAAAAAAATTCCACCAt 
100 . 

atttctcacactat^aoattcaccaaatcata ttiit<ctc accamaaaaccctaaaa 

3100 

TIP ' - . 

TATCAATAITTCCTCCAATCCAACCCTAtMTCAAAn^AAAATtnTCTAAAATCTAAAC 

HPP 

740 

AAATAGCACCACMTACAAAMTTATTTTCAAT A7TI AAfcCC AMCCATTACC AATCAAC 

110 ... ^ ... . ^ 

tTCMTTCCTTC7AACACATCAAAAArC7AATATT0AATTIAAATTATTCTATAAACAAl 
P30P 

?IP . . 

TAAACmACACAAAAWUUCCCATAATTTT^ 

•OP ■ . 

AATAMTATATATAATWTTITTCTCAAAATTCATCATTITAAAOAAOACACTACOAAtt 

MPP 

AAA? AG AttT ATTO AATAO TIAT ACT AATC G KTTGTATGOAC AT AC C OCTT AT AC TTTC 

•SOP 

CCAQCTACTAGATATTAAACAACATATACCAAATtiAACWOATCTACAK 
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ou 1 'enchainoment dot hucWotidee complesventeires de la 
sequence (I). 

7. Sequence de nucleotide* portent 1* in- 
formation genctique correapondant 4 l'expression d'au 

5 nolns une partie d'une adenyl cyclase telle qu'expriaee 
par B.anthrftcil. caracterisee en ce qu'elle comprend au 
noine una partie de 1 'cnchainement (I) selon la revin- 
dication 6. 

8. Sequence de nucleotides, caracteriaee 
10 cn cc * u '*ll« port* 1 1 information correspondent a 

1 'expression d'au moins une partie de la sequence en 
acides amine* (II) iuivant* . 
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9. Proline a activity ad*nyl cyclase du 
type ae ctm? eApuwcc yoi suflJikiiJLg.^ * g «* uuyi«wiu« 
peptidiques, correspondent selon le code antique 
univerael, iux eAquences de nuclAotidss ds l'une 

9 quelconque des revindications 1 A 6. 

10. ProteUe selon la revendication 9, 
correspondent A 1 ' enchslne&ent II d'acides amines salon 
la revindication 8. 

11. Proteine selon 1a revindication 9 ou 

cyclase de B. pe rtussis une similitude forte pour les 
r^9ion& allant des position* 34? A H5, et une simi- 
litude plus faible pour les domaines t'Atendant das 
positions 487 a *0l d'une part et 573 A 594 d'autre 
u part. 

12. Proteine constitute par ou comprcnant 
las doaaines allant da la position 300 A la position 6C3 
dans i'tncnalneaent Z! talon la revindication 8, 
correspondent au centre catalytique de l'adenyl cyclase 

20 de E_Q*rtussia ou au dostaine allant de la position 330 A 
390 de 1 'enchalnement IX, cor respondent au domains 
dependant de le calmodulins 

13. Proteine A ectivite adenyl cyclase 
scion l'unc quelconque des revendications 9 A 12, 

25 caractArisee en ce qu'elle donne lieu A une reaction 
itt&unoloflique croitAe avec des anticorps diriaA* contra 
1 'adenyl cyclaae de cerveau de rat ou encore I'tdAnyl 
cyclase de fc,&extuft&l*. 

14. Anticorps polyclonal ou monoclonal, 
caracttrisA en ce qu'il est diri?A contrt tout ou partis 
de la piotAlne, ou de ses fragments, eelon I 'une 
quelconque des revendications 9 A 13. 

15. Sonde de detection caractAris&o en ce 
qu'elle comprend tout ou partie des sequences de 

35 nucleotide selon l'une quelconque des revendications 1 
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1 8. 

'«■ N*cess*lc« ou Kit pour la silse en 
oeuvre d'une nethode de ddtection du .it, de liaieon A 
U eelmoduline dans d„ g * ne , codant pour une mWnyi 
cyclase, caracteris* «n quU comprend : 

- une quantite ddter-lnde d'une sonde nucleotidique 
selon 1« revendication 1$, 

- avanta^eusement, g„ «ii itu approprie 4 la formation 
d'une reaction d'hybridation entre la sequence a 
detecter, et la sonde aus-mentionnee, 

- avantageusement. dcs reactifs permottant 1. detection 
dei complex*, d'hybridation formes entre la sequence de 
n.-rlfotlrtP/i la sona . lotf flt ^ rcaclton 
d'hybridation. 

'7. Vaccina capable. d'induite une 
protection cher l'homne ct 1 'animal contra une infection 
P10V0«uee pai HMjlXACim et le eas echiant a.Pertu.aji , 
earactdrises en ce qg'ix e. a , it dc V4cein9 , oloculaiie ^ 
renferment une proteins selon i'une quelconque des 
revendlcations 9 « 13, en association av.e un v*hic ul . 
pharmaceutique. 
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SLgUbNLtb Ut NUL'LtOl lUt* fcAHKlMANT L ' ADINT L CYCLASE OE 
ft^MlTJtf&Afilfi, PROTEINES AYANT L'ACTIVITE OE CETTE ADENYL 
CYCLASE ET APPLICATIONS StOLOGIQUES. 

5 L' invention a pour objet de* sequences de 

nucleotides codant pout una adenyl cyclase telle 
qu'exprlmee par Bacillus anthracif . Elle viae epalenent 
lcs proteines correspondant & cette adenyl cyclase et 
leurs applications biologiques, 

10 $^%n£l>*aci - a est une bacteric gram poaitif 

forteiaent pnhogene pour l'honme et l 'animal. Sa 
virulence resulte de la production d*une exotoxin* i 
trois composants et d'une capsule d'aclde 
poly-D-gluUnique. 

^5 tas troia proteines consistent cn un an- 

tigens protecteur (PA) de d5 xoa, un facteur lethal (LF) 
d* A3 VDa et un factaur oederaatogina (EF) da 89 VDa. 

Cas proteines ne sont pas toxiquea en 
elles-neiies. Mais leur interaction provoque deux 

2Q raponsas pathologiques different*! chaz 1' animal. 

Ainsi 1' injection da PA avec LF provoque 
la moxt tandis que 1' injection intraderaique de PA avec 
EP produit un oedema de la peau chee la cochon d'inde ou 
le lapin. Lc compoaant EF qui est dote d*un* activite 

25 adenyl cyclase dependante de la calmoduline, activataur 
eucaryote, induit una i*portante augmentation da la 
concentration en caw* mtraceiiuiaire camp cyciique). on 

sait qu'une autre bacteria pathoa.ene, & savoir 

fcv.*$jwV*# K3\ maaiJi r ^uouit eyaicment une aoenyi 

J0 cyclase toxlque, extracellulaire, activee par la 
calmoduline da l'hote. Conuaa 1'ont montre Mock at al 

(1), ooo I«un ^Airtyl oyobac oonfc *nU 9 dniiucmcnl 

relidee bien qu'elles soient produltes pax des 
orqanismes taxonomiqueroent totalement distincts. 

35 
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Las g£nes responsible? <3# 1 ' expression da 
PA, It et EF sont presents flur le plasmide pXOl de 
p AnthrAcift . Leur clonage aoleculaire et leur expression 
chet E»coli a ete rapportee par Vodkin et Leppla (2), 
pour PA, Robertson et Leppla O) pour LP, at Tippetts at 
Robertson, (4) pour EJ. 

Mock et al (1) ont egaleaent rapporte un 
pioced* de clonage et depression de l'ad*nyl cyclase 
de ft.anfc hracit dans E.coli . Le procade general de 
clonage fait I'objet de la demande FR 67/10614 du 24 
juiliet 138? aux noma des demandeurs. Brlevcnent. on 
utilise scion ce proc£de 1 * interaction adenyl 
cyciase-ealaoduline qui se traduit pat la production de 
cAMP. Le clonage du ?&ne est elfectue dans une souche 
receptrice dtficiente en adfinyl cyclase, portent un 

olasnide expilnant de hauts niveau* de calaoduline. lsb 
genes qui cooperent dans le proc£de de clonage, a savoir 

celui qui code pour 1' adenyl cyclase et ceiui qui code 

pour la calraoduline, sont d'orlgin* ditrerentes. 

En pourruiintnt lourr tnuiux dine oo 
domains, lee inventeurs ont reussi a determiner la 
sequence poitant 1 * information requise pour 1' expression 
d'au noins la partie active d'une adenyl cyclase telle 
qu'exprimee par ftanthracia. 

Cette 6tape a permis de definir la 
structure du gene, see particular itas ainei que las 
similitudes eventuelles avec d 'autre* ginea. La conduite 
de ces tiavaux a egaleirent permis de determiner la 
structure pri*aire de la toxine exprimae et de la 
comparer k la structure de toxincs similaires telles que 
secretSes par exemple par fl. pertussis 

T.' invpnHnn a rtnnp prmr h\\¥ Am fnumlr Hd 
nouvelles sequences dc nucleotides eapablea de coder 
pour des proteines A actlvite adenyl cyclase telle 
j 5 Qu'exprimee par B.anthtacis. 
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Elle a egalement pour t.t da fournir au 
moins la partie active, par rapport a une activite 
adenyl cyclase, do cat proteines. 

L* invent ion viae en outie 4 fournir dee 
vaccina moieculaires renfex&ant tout ou partie de 
sequenced ittmunoprotectricee da 1' adenyl cyclase. 

La sequence de nucleotides selon 1' in- 
vention aat caracterisee en ce qu'elle est constitute 
par au nolna une partie d'une sequence cedent pour une 
protein* l activite adenyl cyclase telle qu'exprimee par 
B. anthrac lfl. 

Cette sequence eat copatic de s'hybrider 
Avec des genes codant pour une proteine 4 activite 
adenyl cyclase de ELAalhlASifl ■ 

1/ invention concern© egalement une 
sequence da nucleotides caracterisee en ce qu'elle potte 
1 • information pour l' expression d'une adinyl cyclase, ou 
de fragments de cette derniere, capable* de former un 
complexe itrmunologique evec des er.ticorpa diriges 
respectivemcnt contre une adenyl cyclase de fr.anfrhrac.il> 
oe ^per\ys.sta ou de cerveau de rat ou contre des 
fragments d'une telle adenyl cyclase. 

L' invention concerns egaleaant una 
sequence, recombinant* conprenent l*une des sequences 
dafiniea ci-dessus, le caa echeant associee a un 
pronoteur capable da contr61er la trsnt cription de la 
sequence d'ADH s.vJomL paur dca sequence* de teifiinaioon 

de la transcription et des signaux de traduction et de 
secretion. 

Elle vise encore unc science de nucleo- 
tides recombinant*, associee a un proaoteur et a un 
operatcur permettant de contrAler la transcription, et i 
uno cdquonce eignal 1* ^^n^Hnn rt* 1a 

proteine dans l'espace periplasmique (gra» -) ou dans le 
milieu exterieur. 
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Selon encore un autre aspect, la sequence 
de nucleotides de 1' invention est capable de s'hybrider 
avec une sonde tormee a partir de la sequence presentant 
1 'enchaine*«nt da nucleotide* (X) suivant, qui corces* 
pond dans ia totality au yene £ya de B.anthiacis i 
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CAAHCAJUUTtttXC^ 
CTACCCTlTrfTTACTAAAIAAA^ 

acttacaa iuci rm ta cittaaatgcctac c tCTtrn It i aai c i t rct Anryf 

O00 • • » • • 1 

• • • • OOP • 

mtATTTCTJUUfAAJu^ri«jamAAaf(rrACU 

MCMCATCJUUUTvXXTAAAACCCTJUUTC^ 



.GAATGAttAGAAATAMmATACCTAAtAAGmA^ 

II 

tAtWCTitiTC««CA£AflCCTATACUCTA^ 

100 

41 

AACAGACTA1TAA7AACTTA£TTfeAACA0AATTTACCAAlUKAACTTTAQATAAAAT^ 
100 

10 

ACCACAlACAACACTTATTAAAAAACATACCTXACCATCT AC TTCAAATtl AT ACTC AA1 

too 

TACGACCMAMTaAnTTACACATATACAmmACAACATAAC^mCAAGAn 
Ml 
DO • 

TAACTCAAOAAGV^MMTAGTATW?^^^ 

400 

140 . 

CTTTTCTATTTCAAAAGAAAAGGG AAACACCTAAATT AATTAf AAATATCAAAG ATTATl 

HO 

ATAt? ATAAC? AAGGATAAATC TCT AO ATCCAGAG TTTTl AAAITT AATTAAO AGTTTAj 

100 - 

ICCAT^ATAiW^TACTACCOACCTTTTATTTACTCAAXAAniAAACACAACCTACAA 



i 
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at* 

101 

140 ... 

c u vi icvnAte<nrriCTiATTArnTCCACCTO*ccAi 

1(0 

100 

310 

Mccj^xAJu;cT7a«rnAfiTACCJ^ 

I0O 

MO - ... 

CACAATTAAATACATATATTCTTtTTAOCCCTQtTAATAACTtAOCTACAXACCTTAttA 

1000 . 

)40 
110 

f AO CTC6ATACATAC CATTTC A TCAA6ATTT ATCt AACM6CATCC TCAA&MTT A£ era 

uoo 

110 • • 

100 

AMTACCATTAAACCTACACCAtTTAACAATAftAACACTTAAACCAAAATCCCATAATTt 
1300 

«io ; * . 

1CAAC$ClAAXAAA(*AAAT1^TAATGC?AAAAAATATTATTrCTrACAATCCAATAATC 

1300 

110 - 

A<**mt<UA7TfAGAAmCCCATGAAAACAACCAAm 

<so 

CTAAMV/AClCTntACGCCAMAATTCMnCGACAMTAUOAAOTCATOOCTAAAA 

noo 

400 . . 

AlCtACAACGCCTCmAACCCCnAACACW 

100 

CTTTAACACAAAT AAAAAAACAAATACCACAAAAAO AATCG OATAAA0T AOTTAACACCC 

1SO0 
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100 

CJUUttttAnAftAAAAQCAAAAAOOTOttACt^^ 

540 

CCAAACCCCAnCAACtAACCGAACmATCAAAra 

sto - ... 

500 

A0CAAOATAATCAACACTTTCCTCAAAAACATAACCAAA 

100 . * ' 

GTC AATTT A T A TT AA C T AAAAATTGGC AGA TCACAW T AO* TTT A7 AGAAAAAAA CAT? A 

1100 

130 

COC^AAAAflATTATTTATAITATTTIAACCCTTCTIATAAtAAAATACCTCCtCCTAAtA 

1100 

140 AACCnATAfrC^WUCWTCC^^ 

110 . . 

CAOaOAmTAtAAAAJU^AttCJ^ATCACtAClTCnCJU^ 

3000 

110 

AACATACTWCCACAAAGACGAArmC^^ 
J00 . 

ATnCTCACAmWACMnaCCAMTCATArTTtTWtJ^CA^ 

1100 
120 " 

tATCAAtATTTCOTOGJU^TCCAACCCTATAATCAAAtlCMAAlCTTC^AAMTC'T*AAC 

1)00 

940 

AAATACCJtfCACAATACAJULAAT7AtTTTCMTA?TT 

•. 

710 «CAAnCCTTCTAAWCATCXAJOUtHAATAm^ 

0300 

1lft TAAAC TTl ACAGAAAAT5AAAC G gAtmtttjvav» W JVra v-Aaaaaa ii a » t ww * #>n» 
100 * 

MTAAATATATATAATT^ITTTtCTCAAMt^CATCATtTTAAAC AAC ACACT ACC AAT7 
2400 

AAAtAOATCTATTCAATACTTATACTAATCCTCTTCTATCCACATACCCCTTATACTrrC 

1)00 

OCAOCTAOtAOATArrAAACAACATAtACCAAATCAACtaAtCTACATC 
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ou lenchainemcnt des nucleotides conpUnentaires de la 

•iquenca (I ) . 

Dc* sequences selon 1" invention aont 
caracte'risees* ence qu'elles comprennent 1 • enchaineaent 
$ (X) defini ci-dessue ou eont constitutes par tout ou 
parti* dft cat enchatnement . 

La sequence an aval du site dt liaison aux 
ribosomcs cat caractcrisec an ce qu'clle est particu- 
lierement riche en A-T. 

10 11 v * d * * oi <* u * **ses da la sequence 

different de celul trouve dans les genes et/ou que ces 
bases pauvent etre, la cas echeant, substitutes, das 
lore qu'une sonde eiaborec a partir d'une telle sequence 
15 donne una reponse caract*rlstlque at non equivoque quant 
a la capacite da reconnaitra la presence da qftnes codant 
pour une edenyl cyclase telle que aecrete> par 
B.antriraciB, 

Toute sequence da nucleotides hybridable 
20 avec celle dc 1 1 enchatnement <I), telle qu'obtenue par 
transcription enryaatique inverse de eorrespondant 
ou encore par syntheae chimique, entre Igalement dans la 
cadre de ^Invention. 

La sequence de nucleotide! de 1; invention 
25 correspond encore, aelon la coda aenetique universal, A 
au aolns une partie de la sequence nil tn acides amines 
auivantes : 
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Lea lettres indiquees d«*na est encnal- 
neaent piesentent les significations conventionnelles 
auivantas » 



5 



10 



15 



20 



p 


Acide aspartique 


c 


Acide glutanique 


A 


Alanine 


R 


Arginine 


N 


A&paragine 


C 


Cysteine 


Q 


Cluta&ine 


C 


Glycine 


H 


Histidine 


1 


Isoleuclne 


L 


Leucine 


X 


Lysine 


M 


Methionine 


F 


Phenylalanine 


P 


Proline 


S 


Serine 


T 


Threonine 


V 


Tryptophane 


V 


Valine 



L'invention vise en outre une proteine a 
activite adenyl cyclase du type de relic synthetis6e per 
ILAJiibraxii, ainsi que les fragments peptidtques de 
cette protAine, correspondent selon le cods genetique 
unlversel a l'une des sequences de nucleotides 
ci-dessus . 

La proteine selon 1' invent ion est telle 
qu'obtenue par transformation de cellules notes au noyen 
d*un vecteur recombinant contenant une sequence de 
nucleotides comma definie plus haut sous le control* 
d* element© de regulation permettant ^expression de 
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le4it«. sequence dana la cellule h6te, i>ls* en culture 
dans un milieu approprie des cellules h6tes transforms* 

*f TArupfir»t\nn 1. proline A putir do oeo t.lluUd 

ou directenent a partir du aiiieu de culture lorsqu'elle 
5 eat secretee. 

f invention visa plua epecialeaent une 
proteine correspondant, selon le code antique 
universe!, A la sequence (1) dc nucleotides et qui est 
representee par 1 'enchainement (II) de 800 acides 

10 o»in6s. cette proteine pcssede un poids noleculaire 
theorique M r de 92 387. Cam** d'autres proline© 
extracellulaires d'organismes gra© poaitifs, 1'adenyl 
eyela.. * PP «aU synthetic* par S.anthr^l^ ft0 us ferae 
d'un plus grand precurseur dont la sequence signal est 

15 61i«inee lore de la secrHion. Le debut de la sequence 
devrait occuper la position 29 ou pourrait occuper la 
position 34. t* composition globale apres elimination de 
la sequence du precurseur correspond a une proline 
hyOcophlle. Des residua basiques sinsi que des acides 

20 amines hydrophobes sont proches de la partie N-terminale 
comae caracteristiques dun peptide signal. On peat 
eubstltuer « c «t ench*inem«nt signal d'autres peptides 
signaux, en particuliex pour aneliorer la secretion de 
l'adenyl cyclase dans d'autres organises. 

25 0n ftOtera que l'adenyl* cyclase ci-deseus, 

comme celle expriaee par £j>mMS3Lia, ne contient pas de 
residus cysteine, ce qui contrite avoc Its observations 
blochimiques efrectuSes sur les cyclases eucaxyotes. 

L* etude de cette sequence de 600 acides 

30 amines montre qu'elle presente plusieurs regions 
consumes avec l'adenyl cyclase secrStee par B oertn^^ 
de 1706 acides amines, comne developpe dans la partie de 
le description illustrant plus en detail ^invention. 

Selon un autre aspect de 1* invention, la 

35 proteine de 1' invention a activite adenyl cyclase a©nne 
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lieu A une reaction immunologique croisee avec des 
anticorps dirigee contre deft eous-uniUi catalyt iqu©» 
d'adenyl cyclase de cerveau de rat ou encore contct 
l'edenyl cyclase da B. pertussis. 

La protfinc de 1' invention at see 
fragments, qui peuvent etre egaleaent obtenus par 
ayntheee cnimique, prdsentent avantageuseoent un degre 
de puret£ eleve et »ont utilises pour former, scion lee 
techniques classiques, des anticorps polyclonaux. 

De tels anticoprs polyelornaux, ainsi que 
les anticorps raonoclonaux capable* de reconnaitre 

specif iquement la proteine ci-dessus at see fragments 
eont egaleaent vises par 1' invention. 

Lea sequences de nucleotides selon 
1* invention aont obtenues avantageuseoent selon le 
precede de clonage des denandeurs evoque plus haut. Les 
vecteurs recombinants d' expression et de clonage 
capable* dt transformer une cellule note appropriee 
entrant egaloment dans le cadre de 1* invention. Ces 
vecteurs comportent au moina una pertie d'une sequence 
de nucleotides de 1' invention sous le controie 
d'eltnente de regulation pernettant son expression. Les 
touches de micioorganisuics transformers font cgaleaent 
partie de 1* invention. Ces souches comportent 1'une des 
sequences de nucleotides definite ci-dessus ou encore un 
vecteut recombinant tel que defini precedeonent . 

1/ invention vise Ggaleaent les applica- 
tions biologiquee dee sequences de nucleotides, des 
proteines correspondantes et des anticorps monoclonaux 
ou polyclonaux. 

Ces applications comptennent l'elabo- 
ration, a partir de fragments intregeniques de 
1 'enchAinenent (I), de sondes pour la detection de 
sequences similairee dans lee genes produitant des 
adenyl cyclases. Cette elaboration comprend, notar.ment, 
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la d£naturation des sequences double brin pour .obtenir 
une sequence monobrin unusable en tar»t que sonde. 

f invention vi»e done d*s sondes dt 
detection caractcriaees en c« qu'elles coaprennent au 
aoln» una parti* d'une sequence da nucleotides detinle 
ci-deaaua, plus ep*ciale»ent un fragment intragenique 
codant pour le site catalytique at liaison a la 
calmodulins ou da maniAra 9uffisamment specif ique pour 
une partie de ce site, dane las tdanyl cyclase* 
bacUrienne. Da tels fragments, conplenentaires des 
aitaa coraspondants dane las g£nes d'eucaryotes 

exprimant de 1 ' adenyl cyclase a aefcivite dependante de 
la calaodullne, presentent en particular l'avantage de 

facilitar le clonage at 1 'analyse des genes en question. 

Le fragment d*ADN utilite comma sonde 

comporte un nombre de nucleotides suffisant pour obtenir 

la apecificite requiaa at la formation d'un hybride 

stable. 

Des sondes approprlees pour ce type de 
detection sont avantageusement aarquaes par un Aliment 
radio-acti* (sondes chaudca) ou tout tutre groupa non 
radio-actif (sondes froides) permettant la reconnais- 
sance de la sonde a I'etat hybride avec la preparation 
re.nfermant l'ADN a Atudier. 

Selon les techniques classiques, ces 
sonde* aont mises en contact avec un ecnantillon 
biologique renfermant das bactaries, ou directement avac 
ces batteries ou Xeurs acldes nucleiques, dans des 
conditions autorlsant 1 'hybridation eventuelle de la 
sequence da nucleotides da la sonde avac una sequence 
cooplementalre, eWentuellement contenue dans le prodult 
test*. 

On peut, par exemple, mettre en oauvre la 

methode d 'hybr idat ion sur taches, Cette methode comporte 
35 apres denaturation de l'ADN prealableaent obtenu a 
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partir dt cellules eKpriaant do I'edtnyl cyclase, le 
depot dune quancite aliquote de cet ADN aur des 
membranai de nitrocellulose, 1 1 hybridation de cheque 
membrane dene Ice conditions uauellee evec Xe sonde et 
5 la detection, de aanlere classique, de I hybrlde forme. 

On peut eueei utilises une methods 
d'hybridation eur replique, selon la technique de 
Southern. Cette methode cooprend la separation 
electrophoretique en gel d'agarose des fragments d ' ADNe 

10 engendres apres traitement de l'ADNs par des enzymes de 
restriction, le transfert apres denaturation alcaline 
Sur dee membranes appropriecs et leur hybridation evec 
la sonde dans les conditions usuelies. II nest pas 
toujour* nocessaire de proceder A 1'expreesLon prealable 

15 de PADS, II suffit que 1 ' ADN soit rendu accessible A U 
sonde. 

l/invention fournit ainsi des outils 
permettant de detecter rapiflenent, avec une grande 
specificita, des Sequences siailaires dans les gines 
J0 codant pour dee adenyl cycUm, ce qui permet d'etudier 
1'origine et le node d'action de ces adenyl cyclases. 

Pour le mite en ©euvra des mithodes de 
detection considered ci-dessus bastes sur I'utiliaation 
de sondes nucleotidiques, on a recours avantageusement 4 
dee necesstires ou kits comprenant ■ 

- une quantite determines d'une sonde nucleotidique 
salon l'invention, 

- avantageusement. un milieu approprie respect ivement A 
la formation d'une reaction d 'hybridation entre la 

30 sequence A detecter et la sonde, 

- avantageusement des rfiacUfs permettant la detection 
des complexes d'hybridation formes entre la sequence de 
nucleotides et la sonde lors de la reaction d'hybri- 
dation. 

35 t* invention vise egalemem les applic- 
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tions imaunologiques des proteines defjnies ci-dessus, 

specifiques einai que d'anticorps polyclonaux tt 
aonoclonaux. Lea anticorps polyclonaux iont tomes selon 
s Ui techniques cUstiquAs p*r injection de le proteins a 
des animaux, recuperation dee antiseruns, puis des 
anticorps A partir des antiserum par exemple par 
chromato9raphia d'affinit*. 

tea anticorps roonoclonaux sont produits de 
j Q maniere habituelle en fusionnant des cellules da uye- 
lowea avec des cellules de rate d'animeux preaiablc.-ient 
immunises a I'aide des proteines de 1* Invention. 

Les essais de toxicologie realises avec 
l'adenyl cyclase en l'ebsence d' antiacne protecteur ont 
15 desontre leur absence de toxicite. 

Tout ou partis des sequences 
iiuaunoprotect rices de ces proteines sont avantageuseaent 
utilises pour 1 ' Elaboration de vaccina sous reserve de 
na pas donner lieu a dee reactions inmunitaires 
?0 indesirebles aettant en jeu par exeinple ladenyl cyclase 
de l'h6te. 

L 1 invention vise done des vaccina 
woleculaiiee capables de prevenir les infections 
provoquees par B , inthncEj at ses effete toxiques chat 
25 l'homme et 1'enimal, ces vaccina etant a base des 
proteines definies ci-dessus, avec un vehicule 
pharraceutique . 

tes anticorps tomes contre l'adenyl 
cyclase de ft^.rUMa.cU donnant lieu a une reaction 
3Q inmunologique croisee avec l'adenyl cyclase de 
BtMUt imi&i 1' invention fournit avantageusement an 
double vaccin contre les infections provoquees par 
B.anthracjs et &, pertgssj*. 

On indique ci-eprea, a titre d'exemple non 
3S limitatif, les materiel* et les aethodes utilises pour 
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clonet et sequencer le sine de l'edcnyl cyclase de 
P . anthraei s . 

Les figures \ *t 7 auxqu»lles il est fait 
reference represented : 
^ - la figure 1, la carte de restriction d'un fragment 
d'ADN d' environ 3,8 kb portent le gene c^a dc 
B.anthracls . et 

- la figure 2, Its sequences d'acides amines das adenyl 
cyclases de ftanthracis (ligne superieure) et de 
10 ILAe.rt.us3.ta Uigne inlerieure). 

On utilise les souches d'g -col 4 suivantes 
pour la transformation TP610 (5) et pour la transfection 
JM10S <G>. 

ie plasmide recombinant sis en oeuvre 
pMMA8812 est un derive de pUC8 contenanfc un fragment 
£££RV-£s_&l de 3,8 kb portent les determinants pour 
I'aaenylcyclase de B.anthracli it). ie fragment de 
restriction £coRV-p»tt ast repxasonte sur la Figure 1. 

20 Le plasmide recombinant pMMAdBl? exerce 
une action de complementation, active> par la calmo- 
dulins, vis-a-vis da la deficience an cyclasa d'une 
souche d' |.col4 cya*. 

21 On realise las cultures sut das milieux LB 
riches de Miller (7>. t ' anpiciU ine, lorsqu'elle est 
utilises, est ejouUm A raison de 100 sAcrogramme par 
ml. On utilise las enzymes da restriction ADN T4 ligase 
et Pollk (Soehringer - Mannheim) et 1 'ADN T7 polymerase 

30 modifiee ISequenase) commercialisde par USBC. Las 
oligodeoxy ribonucleotides utilises comae amorces dans 
le sequencage d 'adn d'une part et le dAiP 35 d 'autre part 
sont tels qua commercialises respectiveaent par Pharma 
•t par Anertham. 

35 c) Analyse d^l ^fegagjasj^j le , nMCUQt .lge.i 



2001508 

On utilise dee sous-clone* dans le tfecteur 
mono-brm MUmpl* (8). pour engendrer des deletions uni- 
directionnellet, on a recours au systems cyclone (IBI). 

La sequence de nucleotides est determinee 
5 selon 14 aethode de ter&inaison de chalne dideoaynucleo- 
tide (*) lorsqu'on utiliee Poll* ou per une nethode de 
terrainaison de chalne dldeoxynucleotlde nodifies, 
lorsqu'on utilise la Sequenase (10). 

On a deteraine la sequence de nucleotides 
10 de 1 'insertion dADN de B,_4Htbjcacia de pMMA88l2. 

Le fragment de la figure 1 ne comporte 
qu'un cadre puvcit de lecture de 24D0 pb. Ce dernier 
contient flOO codons allant du site consider* comme fetant 
le site d' initiation de la traduction au codon de 
1S terminaison TAA . 

Le codon consider* cooie codon Arc de 
depart est precede par un site, du type dee sites de 
liaison aux cibosomes (fc&S) , dont la sequence OGACC est 
complenentaire du 3'0H de 1*A*N riboaoael US. 
20 L * »«quence complete de nucleotides du 

cadre ouvert de lecture est representee sur le figure 
2. On constate que la sequence en aval du sita RB5 est 
partieuliereeent riche en A-T. La sequence d'acides 
amines traduite correspond a 1 'enchainemenfc tl 
2 5 ci-dessus. 

Ic site do clivage propose sur la Figure 2 
dolt etre corrobore par des donnees concemant le residu 
N-terminel de 1'adenyl cyclasa. Comma indigue plus heut, 
l'adenyl cyclase est vraise*blableraent syntbetise'e par 
30 &JUllhI&£l6 sous forme d'un plus grand precurseur dont 
la sequence signal est eliminee lore de la secretion, te 
traitenent du pr^curseur devrait conduire a une proteine 
mature de M r 99261 . 

d ) . Coripa r **Jifin — aaA....f,tJLUCt ur9g .^ riwaire j dea *$i _V£lz 

35 cyclases de B.anthracis et de B. pertussis 
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On * represent^ sur \\ figure 2, U 
sequence coapleta du polypeptide de l'adinyl cyclase de 
B.flnthrftCH Uigna superieure) et 1* sequence polypep- 
tidique N-terminala da l'ad£nyl cyclase de Boertusslf 
5 { ligne inferieure) . 

Les asterisques indiquent let acides 
artine* identiquas et les croix des acides aninAs da la 
neme classe chimique. 

La comparaison de ces sequences nontre 
^ qu'elles sont dans leur ensemble different** ma is 
qu elles prGsentent des parties de forte ou de plus 
faible similitude. 

On constate, en particulier, une simili- 
tude dans un doroaine d' environ 400 acides amines situe 
5 che* l'eniyme da panthracia dans la partie eentrala et 
ches celle de p.oertuasig dans la partie N-terminale. 

Des experiences de deletion In vitro ont 
nontre qua la sequence da 4S0 acides aeines da l'extre- 
■ite M-terminale de l'adenyl cyclase de B. per fcusajj cor- 
0 respond au donaine catalytique active par la calaodu- 
lino, ca qui amene I reconnaltre le centra catalytiqua 
de l'adenyl cyclase de d.ajtn r acia dans la region allant 
de l'acide amine en position 300 a celui en position 
(93. 

5 La similitude la plus inportante corres- 

pond au peptide de 24 acides amines (de la position 342 
4 la position 3C5), Cette sequence contient cinq re&idus 
gly et la sequence noyau C — GKS (AX3 chez 
B Pf rtusnU) que l'on retrouve souvent dans les pro- 

l0 teinea ayant une attinite pour les nucleotides. 

Deu* autre* regions presentent une sinl- 
lituda plus faible. Ellas correspondent aux domainee 
s'etendant des positions 48? a 501 d'une part et 5?3 a 
5*4 d'autre part. 

Selon les resultats des etudes effectuees 
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cur cett* sequence d'acide* Amines l'*d«nyl cyclac* d« 
B antPiajLL& apparait organise* en domaines f onct ionnels . 

Au tfiolns trois Enactions peuvent *tr« 
attributed a la molecule, a savoir ; 
5 1 - 1 ' interaction avac des cellules tucaryotes. Cettt 
propriftte s'exetc* par 1 ■ intermediate da l*antigen* 
protecteur (PA) qui »e fixe tout d'abord aux cellules 
sensible*, puis interaglt avec l'adenyl cyclase, 
2 - I 'internalization, 
10 3 • 1* fixation a la calmodulins et l'activation de la 
cyclase. 

La partie centt*le da la *ol±cule (region 
allant des positions 350 a 390) est attribute au domaine 
dependant da la calmodulin*. 

IS 
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